
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 / 期

123/ 年 / 月 4

水4产4学4报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/1/

2341" 123/

文章编号!3222 52637#123/$2/ 52970 52: 5")!321/0196*71!131/31123/1/:327

收稿日期!1231829831444修回日期!1231831827

资助项目!国家B九七三C重点基础研究发展规划#1228-933:027$ %公益性行业#农业$科研专项#12312/2:/$

通信作者!李卫芬",8:3;0!V@0;;QC<1GJ<1?B

复合益生菌对草鱼养殖水体水质和菌群结构的影响

郑佳佳!4彭丽莎!4张小平!4孙健栋!4傅罗琴!

王一冰!4胡彩虹!4李卫芬"

#浙江大学动物科学学院"浙江 杭州4/3227:$

摘要! 为研究草鱼养殖水体中添加复合益生菌水质调节剂对水体水质和菌群的调节作用!实

验采用氮磷等指标监测水质!采用 979 焦磷酸盐测序方法分析菌群结构!结果显示!处理组的

氨氮$亚硝酸盐氮和总氮浓度一直低于对照组!但差异不显著&处理组硝酸盐氮浓度低于对照

组!且在 3: J 下降了 76178E&处理组的总无机氮含量低于对照组!且在 37 J 下降了 1:107E%

处理组正磷酸盐和总磷浓度略低于对照组!无显著差异% 37 J 水样的 979 焦磷酸盐测序结果

与对照组相比!处理组菌群多样性更高!厚壁菌门和变形菌门分别减少了 83113E和 13107E!

拟杆菌$放线菌和蓝细菌分别增加了 1::E$9/7E和 :9:E% 在变形菌门中!

"

8变形杆菌和
$

8

变形杆菌分别比对照组提高了 /3:E和 3:E!

0

8变形杆菌比对照组降低了 0:1:1E% 研究表

明!该复合益生菌具有一定水质调控功能!且能显著改变菌群结构%

关键词! 草鱼& 复合益生菌& 水质& 菌群结构

中图分类号! *83013444444444444文献标志码'&

44水产养殖业是我国渔业的重要组成部分"多

年来"我国的水产养殖基本以静水&不排污的池塘

养殖为主"养殖对象的活动&摄食&排泄都在同一

池塘中进行"切断了自然生态系统的食物链
(0)

'

随着人们对水产品需求的增加"养殖水平不断提

高"养殖规模逐渐扩大"养殖户过于追求经济利益

而盲目增加养殖密度"大量投喂的人工饲料&施加

的有机肥料&水产养殖动物排泄的粪便&死亡动植

物的残骸构成了水体中有机物来源的主体' 有研

究表明"在池塘养殖投喂的湿饲料中"7E<32E

未被鱼类食用
(1)

"而被鱼类食用的饲料中又有

17E</2E以粪便形式排出
(/)

' 水体中未被利用

的蛋白质等有机物被产蛋白酶的微生物迅速有效

分解形成氨氮等化合物"对养殖生物产生很强的

毒性"导致水体富营养化
(9)

' 而磷几乎以各种磷

酸盐的形式存在于水体中"研究表明"每千克鱼饵

平均含磷 32 L

(7)

' 臧维玲等
(6)

认为鱼饵中的磷

仅 37E</2E被鱼类利用"36E<16E溶于水中"

73E<78E以颗粒态存在' 水体中磷的含量过高

#超过 211 :L6'$"可造成藻类的过度繁殖"加速

水体富营养化' 由此可见"养殖与水域生态环境

的矛盾越来越突出"养殖水体的污染问题已成为

我国水产养殖可持续发展的瓶颈
(3)

'

调节或控制好水质是养殖的关键' 目前微生

态技术是当前环境治理尤其是水环境污染治理的

研究热点
(0)

' 以往对于脱氮的研究主要停留在

单一菌株的分离及特性的理论研究"在实际应用

当中"由于外界环境多变"单株菌抵御外界冲击能

力有限"导致降解能力下降
(:)

"而多种类的益生

菌配制成的复合微生物制剂"各种微生物在其生

长过程中分泌的物质"成为微生物群体相互生长

的基质和原料"通过这种相互共生增殖关系"形成

了一个复杂而稳定的微生物系统"发挥多种功

能
(8)

"使水体得到净化和修复"对提高水产养殖

经济效益"促进绿色水产养殖的健康发展有着重

要意义' 本实验以实验室配制的复合益生菌作为
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研究对象"考察其对池塘水体几种常见有害物质

的降解效果"及其对水样菌群结构的影响"为养殖

水体的氮污染物去除探索一种更为有效的方法'

34材料与方法

$%$&实验材料

草鱼 #$+04.7%&,4>.3.4 (30''1-$由浙江绍兴

县大畈水产合作社提供'

复合益生菌由浙江大学微生物与基因工程实

验室配制"由 3 株具硝化功能和 1 株具反硝化功

能的枯草芽孢杆菌按等比例混合而成"菌含量为

32

:

-(#6L'

$%'&实验方法

实验在浙江绍兴县大畈水产合作社进行' 草

鱼用 117E的食盐水浸泡 32 :;B"饲养 32 J 后"选

取草鱼 312 尾"初始质量为#3917: C21:$ L"随机

分为 1 组"每组设 / 个重复"每个重复 12 尾鱼!对

照组水中不添加任何菌"处理组每 0 天分别向水

中添加 1 L 的复合益生菌"所有组饲喂相同饲料

#表 3$' 实验鱼在圆形水桶中饲养"养殖实际水

体积为 /92 '"氧气泵连续增氧' 每天 8!22 和

30!22 两次投饵"日投饵量为体质量的 1E' 每天

观察鱼的活动情况"实验时间为 13 J' 水源为浙

江省绍兴县孙端镇大畈河#经纬度!/2d2/]/:e%"

312d92]71e,$河水'

表 $&基础饵料的原料组成和营养成分

758%$&L3B>2DA23G=53D3<G>AGA:35@;:EC:=AGA:3:F

GJ285=5@DA2G

原料组成

@GGJAH/?P

?/:M/A;H;/B

比例6E

M4/M/4H;/B

营养成分

B<H4;GBHA

比例6E

M4/M/4H;/B

鱼粉 @;AI :G30 1 水分 :/;AH<4G 8101

全脂大豆 A/=RG3B :G30 7 粗蛋白 ?4<JGM4/HG;B 181/6

棉籽粕 ?/HH/BAGGJ :G30 1/ 粗脂肪 ?4<JG@3H /1/7

菜籽粕 43MGAGGJ :G30 10 粗灰分 ?4<JG3AI 321::

小麦 VIG3H@0/<4 30 钙 ?30?;<: 2103

全脂米糠 4;?GR43B : 总磷 H/H30MI/AMI/B;<: 3113

酒糟粉 0GGM/VJG4 6

麦芽根 :30H4//H 6

预混料 M4G:;> 7

添加剂 3JJ;H;TG 3

合计 H/H30 322

44水样采集和测定方法44水样的采集和测定

参考H水和废水检测分析方法I #第四版$

(32)

"每

天测水温"每 / 天测定一次 M+&透明度&N5*&硬

度和碱度' 上午投饵前采样"采集前将水桶中的

养殖水充分混合均匀"在离水面 37 ?:处取水样"

每次采集点相同' 采集水样 322 :'"于 7 222

46:;B"离心 7 :;B"取上清液"用纳氏试剂光度法

测定氨氮 #%+

?

9

8%$&%8#38萘基$8乙二胺光度法

测定亚硝酸盐氮#%"

5

1

8%$&紫外分光光度法测定

硝酸盐氮#%"

5

/

8%$&过硫酸钾D硼酸D氢氧化钠

加压联合消化法测定总氮#N%$&总磷#N7$&钼锑

抗分光光度法测定正磷酸盐# /4HI/MI/AMI3HG$等'

总无机氮#N)%$浓度为氨氮&亚硝酸盐氮&硝酸盐

氮三者浓度之和'

5%&提取44根据水质测定结果#对照组和

处理组差异显著 $ 取第 37 天水样 322 :'"经

*&$N"$)#*#德国赛多利斯 $三联微生物滤器

2111

!

:过滤"将含有水样细菌的滤膜保存于 5

12 K冰箱'

取 317 :'GMMGBJ/4@管"加入 7:1

!

'灭菌双

蒸水"362

!

'217 :/06'的 ,5N&二钠"92

!

'

32E*5*":

!

'M+812 N4;A8+-0"一张充分剪碎含

有水样细菌的滤膜' 再加入 :

!

'12 :L6:'的

溶菌酶"316

!

'$%&酶 &' /0 K水浴 3 I"每 32

:;B 混匀一次' 加入 :

!

'蛋白酶 O"77 K水浴 9

I 或过夜' 室温 3/ 222 46:;B 离心 7 :;B"取上清

液移入 1 :'GMMGBJ/4@管内"加入等体积 N4;A酚"

混匀 32 :;B"9 K 3/ 222 46:;B 离心 7 :;B' 取上

清移入 1 :'GMMGBJ/4@管"加入等体积 17=19=3

的酚=氯仿=异戊醇"混匀 32 :;B"9 K 3/ 222 46

:;B 离心 7 :;B' 取上清移入 317 :'GMMGBJ/4@

管"加入等体积氯仿"轻轻混匀 32 :;B" 9 K

3/ 222 46:;B 离心 7 :;B' 取上清移入 1 :'

GMMGBJ/4@管"加入 3 122

!

'无水乙醇"轻轻来回

颠倒"会发现溶液中出现 5%&絮状沉淀' 用弯

钩的枪头将粘稠的絮状沉淀转入 317 :'预先加

入 02E无水乙醇的 GMMGBJ/4@管中' 9 K 3/ 222

46:;B 离心 7 :;B"收集沉淀"弃上清"在超净台中

吹风烘干 /2 :;B' 5%&沉淀中加入 /2

!

'灭菌

双蒸水或 M+ :12 N,缓冲液"于 07 K水浴 32

:;B" 512 K保存
(33 531)

'

$"-+,979 测序44本实验使用 36*45%&

的 ./ 区域作为目标 5%&序列"进行 7-$扩增

#扩增片段在 36*4$%&基因上的位置为 /93 <

7/9$"分别设计了 6 对特异引物"这 6 对引物都含

:79
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有 bk*45%&./ 区域的上下游引物"并在 ./ 上

下游引物的 7]端各自加一个 : 碱基长的标签序

列"每种特异标签序列都对应特异的样品' 引物

序列见表 1' 使用上海生工生物工程公司货物编

号为 *O1023 的 1 >7-$试剂"7-$R<@@G432

!

'"

引物 21:

!

'"5%&模板 219

!

'"灭菌双蒸水 :1:

!

'' 7-$反应条件为 89 K 7 :;B"89 K 92 A"77

K 72 A"01 K 92 A"/7 个循环' 7-$产物割胶回

收"测定 5%&浓度' 对于每个样品的 7-$产物"

分别取 322 BL 等量混合" 用于 979 D*('X

N;H3B;<:测序'

表 '&试验所用引物和样品标记序列

758%'&->AE2>53D=5EC@2"=C2;AFA;85>;:D2=2?<23;2=

引物

M4;:G4

条码序列

R34?/JGAGS<GB?G

引物序列

M4;:G4AGS<GB?G

实验组

H4G3H:GBH

./816(

./816$

./810(

./810$

./81:(

./81:$

&ND&D&DN

&NDN-N&D

&NDN-NDN

&ND&D&DN--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-&DN--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-N&D--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-N&D&NN&--D-DD-ND-N

&NDN-NDN--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-NDN&NN&--D-DD-ND-N

对照组

?/BH4/0

./818(

./818$

./8/2(

./8/2$

./8/3(

./8/3$

&NDN-D&N

&NDN-DND

&ND-N&ND

&NDN-D&N--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-D&N&NN&--D-DD-ND-N

&NDN-DND--N&-DDD&DD-&D-&D

&NDN-DND&NN&--D-DD-ND-N

&ND-N&ND--N&-DDD&DD-&D-&D

&ND-N&ND&NN&--D-DD-ND-N

44由上海同达科信生物技术发展有限公司进行

测序"采用 979 高通量测序技术对水体中微生物

36*4$%&基因的 ./ 区进行了测序"将获得的序

列通过 2/HI<4软件
(3/)

"去除低质量的 5%&序

列"计算序列之间距离"一个微生物可操作单元

#"#N$为序列相似度大于 80E的 5%&序列' 分

别对对照组和复合益生菌处理组的样品进行菌群

多样性分析和聚类分析"使用 $57库对所有

"#N的代表性序列进行物种匹配"并对样品中各

个门的组成进行统计' 与 *0;T3和 $75数据库进

行比对分析"得到菌群分析结果
(31"39)

'

$%+&数据的统计与分析

利用 ,>?G0数据处理软件进行数据处理"实

验数据用平均数 C标准差表示%采用 *7**3612

统计软件'

14结果

'%$&水质理化因子测定

从实验开始至第 36 天"水温维持在 18 K左

右"由于天气的变化"从第 30 天开始"水温降至

38 <1/ K' 在 13 J 的试验期间"复合益生菌组与

对照组水体的 M+&透明度&N5*&硬度和碱度均趋

于一致"无显著差异'

'%'&复合益生菌对草鱼养殖水体氨氮"亚硝酸盐

氮和硝酸盐氮的影响

水样氨氮在 37 J 前呈现先上升后下降的趋

势"37 J 后缓慢上升#图 383$' 处理组养殖水体

中的氨氮始终低于对照组"31 J 差值最大"分别为

#3122: C212/0$和#31/6/ C21286$ :L6'"但无

显著差异#"@212:7$'

亚硝酸盐氮在 8 J 前"对照组与处理组均几

乎检测不到亚硝酸盐氮#图 38R$' 31 J 后"随着

时间的延长"亚硝酸盐氮逐渐升高"且处理组的浓

度低于对照组"8 J 对照组与处理组相差最大"亚硝

酸盐氮浓度分别为 #/1772 C21:87$和 #11681 C

21132$ :L6'"但无显著差异#"@21280$'

硝酸盐氮在 37 J 前"两组硝酸盐氮浓度均维

持在 217 :L6'以下"对照组 37 J 后&处理组 3: J

后随着时间的推移"硝酸盐氮的含量逐渐上升

#图 38?$' 处理组硝酸盐氮浓度低于对照组"且

第 3:&13 天分别降低了 76178E #"B2127 $和

16106E#"B2127$'

879
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图 $&水体氨氮"亚硝酸盐氮和硝酸盐氮的含量变化

SAB%$&#J53B2:F5EE:3A5 3AG>:B23$5%#3AG>AG23AG>:B23$8%53D3AG>5G23AG>:B23$;%A35?<5GA;O5G2>

'%+&复合益生菌对草鱼养殖水体总无机氮和总

氮的影响

两组总无机氮浓度 6 J 前基本不变"6 J 后上

升"8 J 后趋于平缓"3: J 后急剧上升 #图 183$'

处理组的总无机氮含量一直低于对照组"且 37 J&

13 J 差异显著"处理组分别比对照组降低了的

1:107E#"B2127$和 1:19/E#"B2127$'

随时间推移"两组总氮浓度整体呈波动上升"

31 J 后浓度下降"37 J 又上升#图 18R$' 试验期

间"处理组总氮浓度一直低于对照组'

'%,&复合益生菌对草鱼养殖水体正磷酸盐和总

磷的影响

水样正磷酸盐浓度一直呈现上升的趋势"两

组正磷酸盐浓度基本一致"无显著性差异 #图 /8

3$' 总磷#图 /8R$与正磷酸盐的结果相似'

图 '&水体总无机氮和总氮的含量变化

SAB%'&#J53B2:FG:G5@A3:>B53A;3AG>:B23$5%53DG:G5@3AG>:B23$8%A35?<5GA;O5G2>

图 +&水体正磷酸盐和总磷的含量变化

SAB%+&#J53B2:F:>GJ:CJ:=CJ5G2$5%53DG:G5@CJ:=CJ:><=$8%A35?<5GA;O5G2>

'%/&复合益生菌对水样菌群结构的影响

稀疏曲线分析44采用 979 高通量测序技术

对水样中微生物 36*4$%&基因的 ./ 区进行了

测序"通过 2/HI<4软件对比'

图 9 为对照组和处理组两条稀疏曲线"相同

序列数时处理组比对照组的菌群 "#NA高"表明

269
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处理组菌群多样性高于对照组"说明复合益生菌

能增加水体菌群多样性'

图 ,&对照组和处理组的稀疏曲线分析图

SAB%,&.5>2F5;GA:3>2=<@G=F:>;:3G>:@53D

G>25GE23GB>:<C=

44聚类分析图分析44数据经 2/HI<4等软件

分析后得出 "N#聚类分析图#图 7$' 由图可见"

对照组和添加复合益生菌处理组这 1 种环境样品

在聚类图上各自聚为一簇"其中样品 -/BH4/0/3 和

-/BH4/0/2&N4G3H:GBH10 和 N4G3H:GBH16 相似性最

高"各自聚为一类' N4G3H:GBH10 和 N4G3H:GBH16

与 N4G3:GBH1: 也有一定程度的相似性"接着该类

又与 -/BH4/018 聚为一大类"最后与 -/BH4/0/3 和

-/BH4/0/2 相关联"说明来自同一环境的样品间其

细菌群落组成十分相近'

图 /&对照组和处理组样品的聚类分析

SAB%/&7J2;@<=G2>535@I=A=:FGJ2;:3G>:@53D

G>25GE23GB>:<C=5EC@2=

44菌群结构分析44对照组水样中"优势菌为

变形杆菌 #"&.+0.:%)+0&(%$&厚壁菌 #D(&8()1+0-$&

拟杆菌 #P%)+0&.(30+0-$&放线菌 #!)+(4.:%)+0&(%$

和蓝细菌 #$,%4.:%)+0&(% $"分别占全部菌群的

3217:E&:1130E&/1/8E&/13/E和 2111E' 处

理组中该五类菌仍为优势菌"但与对照组相比"变

形菌减少了 13107E"厚壁菌减少了 83113E#"B

2123$"拟杆菌增加了 1::E#"B2123$"放线菌增

加了 9/7E#"B2123$"蓝细菌增加了 :9:E#"B

2123$' 其中"变形杆菌菌群结构的变化较明显"

处理组变形杆菌占总菌群的 691/2E' 与对照组

相比"

"

8变形杆菌和
$

8变形杆菌分别提高了

/3:E#"B2123$和 3:193E"

0

8变形杆菌降低了

0:1:1E#"B2123$#图 0$'

图 V&复合益生菌对水体菌群结构的影响

SAB%V&RFF2;G:F;:EC@2U C>:8A:GA;=:3GJ2

;:EE<3AGI =G><;G<>2:F5?<5GA;O5G2>

图 0&复合益生菌对变形杆菌菌群结构的影响

SAB%0&RFF2;G:F;:EC@2U C>:8A:GA;=:3GJ2;:EE<3AGI

=G><;G<>2:F4:*7&*@1)7&:"1 A35?<5GA;O5G2>

/4讨论

+%$&复合益生菌的脱氮作用

氨化细菌&硝化细菌&反硝化细菌等以及它们

组成的复合微生物均有改善富营养化水体的报

道' 如肖晶晶等
(37)

研究了由氨化菌&亚硝化菌&

硝化菌和反硝化菌构成的氮循环菌"在代谢过程

中可将室内模拟富营养化水样中的含氮物质最终

转化为无害的氮气释放到空气中"有效地降低水

体中氮的浓度' 闫海等
(36)

研究的自养和异养菌

的混合微生物能有效去除氨氮和亚硝酸盐氮'

本研究中"处理组加入微生态复合菌制剂后"

复合菌制剂在池中大量繁殖"分泌相关酶"分解含

氮物质"故 %+

?

9

8%一直低于对照组"控制在较低

水平' 同时"处理组中 %"

5

1

8%&%"

5

/

8%&N)%和
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N%的含量也明显低于对照组' 由于气温变化等

原因的影响"总氮的含量有一定的起伏"但总体上

实验组水环境各项指标一直优于未加复合益生菌

制剂的对照组' 这说明该复合菌在一定程度上能

减少水中无机氮的产生或转化无机氮为其他氮形

态"具有一定的水质调控功能'

实验最后各指标都有增加的现象"可能是由

于气体中氮气或饲料等含氮磷有机物经过微生物

降解生成了水溶性氮磷"并且超过了微生物能够

利用的量"从而使得水溶性氮磷在水体中不断的

积累'

+%'&菌群结构改变对水质的影响

本研究中"养殖水体的菌群结构分析结果显

示"厚壁菌&放线菌&变形杆菌&拟杆菌和蓝细菌占

88E以上"为水体菌群主要组成成份
(30 53:)

'

本研究中"复合益生菌添加到对水体中"打破

了原有水体的微生态平衡"复合益生菌与之竞争"

形成优势种群"改良水质条件' 基于菌群结构分

析"复合益生菌加到水中"水体中的蓝细菌数量有

一定程度的增加"拟杆菌和放线菌数量大幅增加"

逐渐成为优势菌群"得以生长繁殖并保持一定的

数量"群落结构组成逐渐改变"而厚壁菌和变形杆

菌被优势菌所代替"数量有所减少'

蓝藻 3 222 多种"其中有固氮能力的不过 12

余种' 它们含有叶绿素"在氮&磷丰富的水体中生

长旺盛"以硝酸盐或氨作为氮源"进行光合作

用
(38)

"在自然界的氮素平衡中起了重要的作用"

在水环境保护中"利用蓝细菌吸收废水中氮&磷和

其他化合物"可起一定的净化作用' 根据 Y3LBG4

等
(12)

关于废水生物处理反应器中细菌群落结构

的研究"拟杆菌一直是废水处理系统中的最优势

类群' 放线菌是一种广泛分布于自然界的有分枝

倾向或能形成分枝菌丝且可产生孢子的特殊菌种

类型"能够产生种类繁多的抗生素&维生素和酶"

它的生长能改善水体的气味并对水体有消毒作

用"对病原微生物有抑制作用"特别是能够抑制腐

败菌的生长繁殖"转化氮&磷等元素' 近年来"采

用放线菌修复养殖水体取得了一定成效"王梦

亮
(13)

的研究证明放线菌对养殖水体的氨氮有高

效地去除效果'

在各种环境的微生物多样性调查中都发现"

变形杆菌是主要的类群
(11 51/)

' 在真菌和细菌中"

反硝化最常出现在
"

8变形杆菌中"许多
"

8变形杆

菌为已知的反硝化菌
(19)

' 93GP 等
(17)

从
"

8变形

杆菌中检测到部分反硝化基因 B;4O' *I3M0G;LI

等
(16)

在
"

8变形杆菌鉴定得到 %"

5

1

还原酶基因

4(&O和 4(&*&KG还原酶基因 )4.&9及 %"

5

/

还原

酶基因 K%7&"(G4B3BJGA等
(10)

鉴定到来源于
"

8变

形杆菌的 %

1

"还原酶基因 4.-\' 也有研究指出

污水处理系统脱氮的主要菌群为
$

8变形杆菌
(1:)

"

!/BGA等
(18)

在
$

8变形杆菌鉴定得到 %"

5

1

还原酶

基因 4(&O&KG还原酶基因 )4.&9和 A4.&9及

%

1

"还原酶基因 4.-\' 本实验中"

"

8和
$

8变形杆

菌都有所增加"同时水质也有所改善'

复合益生菌中的一些菌可能对水体本身的变

形菌和厚壁菌有竞争性"或其分泌的产物对
0

8变

形菌和厚壁菌有抑制功能"导致
0

8变形菌显著变

少"厚壁菌几乎消失'

水体中的微生物菌群既有分解性细菌"又有

合成性细菌%且厌氧菌&兼性菌&好氧菌并存"各种

有益微生物依靠相互间的共生增殖及协同作用"

集合多种酶促活性"通过一系列生理生化反应降

低水体的氮磷含量"净化和改善养殖环境"促进水

体物质循环和能源流动"创造良好的养殖环境'
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RFF2;G=:F;:EC@2U C>:8A:GA;=:3O5G2>?<5@AGI 53DEA;>:8A5@;:EE<3AGA2=A3
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:;?4/R;30?/::<B;H= AH4<?H<4G;B L43AA?34M ?<0H<4G1NIG4GA<0HA/@V3HG4S<30;H= JGHG4:;B3H;/B AI/VGJ HI3H

?/:M34GJ V;HI HIG?/BH4/0L4/<M"HIG?/B?GBH43H;/B /@3::/B;3B;H4/LGB"B;H4;HGB;H4/LGB 3BJ H/H30B;H4/LGB ;B

H4G3H:GBHL4/<M V3A0/VG4;B HIGVI/0GG>MG4;:GBH"4GAMG?H;TG0=% "B 3:HI J"HIG?/B?GBH43H;/B /@B;H43HG

B;H4/LGB ;B H4G3H:GBHL4/<M V3AJG?4G3AGJ R= 79198E #"B2127$1"B 37HI J"HIG?/B?GBH43H;/B /@H/H30

;B/4L3B;?B;H4/LGB ;B H4G3H:GBHL4/<M V3AJG?4G3AGJ R= 1:107E #"B2127 $1"4HI/MI/AMI3HG3BJ H/H30

MI/AMI/4<AI3J B/ J;@@G4GB?GRGHVGGB HIGHV/ L4/<MA1NIG97987=4/AGS<GB?;BL 4GA<0HAAI/VGJ HI3HHIG

?/:M/A;H;/B /@R3?HG4;30?/::<B;H;GAV3AI;LI0= T34;3R0GRGHVGGB ?/BH4/03BJ H4G3H:GBHL4/<MA" 3BJ

:;?4/R;30J;TG4A;H= /@H4G3H:GBHV3AI;LIG4HI3B HI3H/@?/BH4/01D(&8()1+0-3BJ "&.+0.:%)+0&(% JG?4G3AGJ R=

83113E#"B2123$3BJ 13107E #"B2123$4GAMG?H;TG0=1P%)+0&.(30+0-"!)+(4.:%)+0&(% 3BJ $,%4.:%)+0&(%

;B?4G3AGJ R= 1::E # " B2123 $" 9/7E # " B2123 $ 3BJ :9:E # " B2123 $ 4GAMG?H;TG0=1&:/BL

"&.+0.:%)+0&(%"!'7*%7&.+0.:%)+0&(% 3BJ P0+%7&.+0.:%)+0&(% V3AG0GT3HGJ R= /3:E #"B2123 $ 3BJ 3:E
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